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論 文 内 容 要 旨
序章
植物において、N画 の有機化反応を行っているのは、グルタミン合成酵素(GS)1グ
ルタミン酸合成酵素(GOGAT)サイクルあり、N拡 から最終的にはグルタミンを合成
する。GOGATには、還元型のFdを電子供与体として要求する:F"一GOGATとNADH
を電子供与体 とするNADH:一GOGATの少なくとも2分子種が存在する。
緑葉の葉緑体ス トローマに存在するFδ一GOGATの生理的機能は、:Fd-GOGATの
機能が欠損 したオオムギ、アラビドプシスの突然変異体を用いた解析よ り、光呼吸
により放出されたNH:まの再同化である結果が示されている。一方、 これ らの変異体
は、光呼吸が起 こらない条件下では正常な生育を示す ことから、生育 に必要なグル
タミン酸の合成には、もう一つの分子種である:NADH-GOGATが関与 していること
が示唆される。しかし、NADH:一GOGA歪の生理機能 に関す る研究例は非常に少ない
現状にある。
イネの地上部では、NADH-GOGATタンパク質が、未抽出葉身や登熟初期過程の
穎果の維管束組織に多 く存在していることが明らかとなっている。この ことより、
若い器官 におけるNADH-GOGMの機能は、老化器官か ら舗管を介 して転流 されて
きたグルタミンをグルタミン酸へと変換する機能を担うことが示唆されている。ま
た、イネの根では、NH才を添加することにより、NADH・GOGATの活性、タンパク
質ならびにmRNAが急激に増加することが示 されている。この結果よ り、イネの根
では、根か ら吸収されたN磁 の同化過程で重要な役割を担っていることが示唆され
ている。
本研究では、NADH-GOGATの生理機能の詳細を明 らかにするために、異なる細
胞群か ら構成される根におけるNADH-GOGAT遺伝子の発現並びにタンパ ク質の集
積する細胞群の特定を試みた。次いで、NADH:・GOGATのアンチセ ンスRNAを発現
する形質転換イネの解析を行い、イネの窒素転流における生理機能の解明をよ り直
接的に試みた。
第1章
イ ネの根 におけ るNADH・GOGATタンパ ク質 とFd-GOGATタンパク質 の組織
内分布
Avidin・Biotincomplex(ABC)法を用いた
免疫組織化学的解析により、根において
NADH-GOGATタンパク質とFd-GOGATタ
ンパク質がNHオの供給の有無に関わ らず、
根の先端の分裂帯、・中心柱、皮層または表
皮付近に恒常的に存在することが明 らか と
なった(Fig.1A,:B)。
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Fig.1A,B.CellularlocalizationofNADH-
GOGATandFd-GOGATproteinsinroot
tips{0-1mmfromthetip}ofrice.
Longitudinalsectionofaroottreatedwith
lmMNH燕)r24h.AStainedwith
affinity-purifiedanti-NADH-GOGATIgG.
BStainedwithaffinity-purifiedanti-Fd-
GOGATIgG.
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NH珪の供給により増加 したNADH-GOGATL
タンパク質の蓄積部位を同定するためにFITC
標識 された二次抗体を用いて検出を行った結
果、NADHGOGATタンパク質は原表皮、表 〕
皮及び外皮細胞に特異的に蓄積することが、
明 らかとなった(:Fig2B,D)。また、同一切片
上で、NADH-GOGATタンパク質 とF"一
GOGATタンパク質の分布する細胞を特定す る
ために、ウサギ抗NADH:一GOGATIgGとマウ
ス抗Fd-GOGATIgGを用いて二重染色 を行 っ
た。NADH-GOGATタンパ ク質:の検:出には
Texas:Redを、Fd-GOGATタンパク質の検出
は、:FITC標識された二次抗体を用いて行 っ
た。その結果、N磁 を供給 した根の先端で
は、NADH-GOGATタンパク質の存在 を示す
赤色のシグナルが、原表皮、表皮と外皮に検
出されたのに対 して、Fd-GOGATタンパク質
の存在を示す緑色のシグナルは、分裂帯、中
心柱、皮層、厚膜組織に検出された(:Fig.3c,
D)。NADH-GOGATタンパ ク質とFd-GOGAT
タンパク質が重複 して存在する ことを示す黄
色のシグナルは、ほとん ど検出されなかっ
た。 これ らの結果より、NH遊 供給 した根の
先端 においては、NADH・GOGA田タンパク質
とFd-GOGA聖タンパク質の存在する組織は相
補的であることが示された。なお、サイ トゾ
ル型GSタンパク質は、表皮と外皮を含むほと
んどの細胞に存在 した。
以上の結果は、根の表層二層の細胞おい
て、吸収されたNHまの同化に、NH:才の供給 に
より増加 したNADH-GOGATが、サイ トゾル
型GSと共役することにより、深 く関与 してい
ることを示唆 している。
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Fig.3A-D.SpatialIocalizationofNADH・
GOGATand:Fd-GOGATprotehsj血root
tips.A,Sta血edIongitud血1al.sectionsofキ
treatedwithlmM:NH:4丘}r24hwith
af匠nity-pur逓edNADH:・GOGATIgGand
a髄ty-pur遁edFd-GOGATIgGpreviously
treatedwi鴬hexcessamountofthe
correspondinganもigens.B,Stained
longitudina1・sectionsofrootstreatedlmM:
NH才 最)r24hwithHTCdyeushlgaf丘nity-
pu面edFd-GOGATasthepr血ary
antil)ody.C,DStainedlollgitudilla1-
sectionsofrootstreatedlm]M:NH:才fbr24h
"ouble・withthosefluorescentdyesus血9
af丘nity-puri丘edNADH・GOGATIgGa且d
af置nity-pモ皿i丘edFd.一GOGATasthepr㎞aτy
an:tibody.
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第2章
イネ の根 にお いてNH才の供給 に伴 って増加 した
NADH-GOGATmRNAの 蓄積す る細胞 の特定
N且才を供給 した根を供試 してNADH-GOGAT遺伝子発
現の場を特定する目的で1nsf加hybridization:解析を
行 った結果、NAD且一GOGATmRNAの存在を示す強い
緑色のシグナルが、外皮細胞の一層下 に相当する厚膜組
織に検 出された(:Fig.4B>。しかしなが ら、N:H左の供給に
伴って増加 したNADI{一GOGATタンパク質が蓄積 した表
皮 と外皮細胞おいては、NADH-GOGATmRNAは検出
されなかった。また、無窒素区の根では、NAD且一
GOGATmRNAは検出されなかった(:Fig.4A)。NADH・
GOGATタンパク質 とmRNAの集積する細胞の局在性が
異なったことを詳細に検討するために、NH左の供給後の
根のNADH-GOGATタンパク質 とmRNAの蓄積の変化
を経時的に調べた。その結果、NH本の供給0、0.5時間後
では、NADH-GOGATmRNA、タンパク質 ともに検出
されなかった。しかし、3、6時間後には、NAD:H:一
GOGATmRNAの集積が、一過的に、主に厚膜組織に検
出され、NADH:一GOGATタンパク質は、表皮、外皮に加
え、厚膜組織 においても検 出された。12、24時間後で
は、NADH-GOGATタンパク質は表皮及び外皮細胞のみ
で検 出された。
当研究室の小島らの結果によると、NAD11-GOGAT遺
伝子プロモーター解析の制御下におかれたレポーター遺
伝子産物のGUS活性は、NAD且一GOGATmRNAの集積
が認められた厚膜組織、原表皮と中心柱に検出された。
NH才の供給に伴って増加したNADHGOGATタンパク質
は、表皮 と外皮に蓄積し、一方、mRNAの蓄積部位が、
厚膜組織であるという、蓄積場所の違いに関する解釈 と
しては、1)表皮及び外皮細胞において、検出感度以下の
NADH・GOGATmRNAの翻訳の効率が表皮、外皮で非
Fig.4A,B.ADetected
NADH-GOGATgenein
longitudinal-sectionsof
untreatedrootsbyinsituwith
antisenseRNAprobes.B
DetectedNADH-GOGATgene
inlongitudinal-sectionsof
treatedlmMNH4for3h
roots*byinsituwithantisense
RNAprobes.
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常に高 く、厚膜組織 に蓄積したmRNAとは翻訳効率が大f。rNADHGOGATmRNAAt。
きく異なる可能性、2>厚膜組織で転写されたmRNAまた
は翻訳されたタンパク質が、厚膜組織から外皮、表皮へ
と移行する可能性などが考え られる。現在、NAD且一
GOGATタンパク質の移行を作業仮説 として、実験:を継
続 して行っている。
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Fig.5TlmeCOUrSeStU血eSOnthe
cellularlocalizationofNADH-
GOGATproteinandmRNAin
theouterthreelayers.
Performedinsituhybridization
(
玉)andimmunostai1血9長)rthe
protein(GtoL)withtheroot-
tipsharvestedatthetime
indicated.ep,epidermis;ex,
exodermis;sc,sclerenchym.a.Bar
=25ｵm
第3章
NADH:一GOGAT遺伝子をアンチセンス方向に導入 した形質転換イネの解析
NADHGOGATcDNAの3排翻訳簿域を含む856bpA
をアンチセンス方向に導入 した形質転換イネのT1世 、2。
代5系統 を供試 して、種々の解析を行っだ。その結 薯100
果、形質轍 イネの幼働 の根において、N佃E鴛:
GOGAT・nti・en・eRNAの発現カミ確認された・また・ 書・
野生型 と比較 して形質転換イネの幼植物の根、未抽出2
葉身、登熟過程の穎果において、NADH-GOGATタwildA1
ンパク質含量の減少が観察された(Fig.6A)。形質転B
換イネの生育調査を行ったところ、出穂直前までは、
草丈・分げつ数 個体の乾樋 において・野生型と比 馨・
較 して大きな差はなかった。ところが、野生型 と比較 量
して、形質転換イネの種子の千粒重、1粒あた りの窒 聡20蕊
素含量において、約30%程度減少している系統が存在 霧・・
した(:Fig.6B)。未抽出葉身を用いた免疫組織化学的
解析より、野生型及び形質轍 イネにおもナるNN)H一 留
GOGATタンパク質の組織局在性に変化が観察されな
かったことより、NADH-GOGATタンパク質を含む
細胞において同タンパク質含量の減少の結果が、直接
的に種子の重量や窒素含量の低下をもた らしたものと
考えられる。これ らの結果 は、NADH-GOGATがイ
ネの転流 してきたグルタミンの再利用の鍵 を握 る機能
を有 し、生産性を大きく支配する酵素の一つであるこ
とを示唆するものである。
NADH-GOGAT
幅
T _T
llま
1.幽吾1罰=
A2A3A4A6
T2SeddsWeight
壷皿dAIA2A3A4A5・
Fig.6ADeterminationofNADH-
GOGATcontentsinaspikeletin
wildandtransgenicriceplants(Al-
A5).BDetem血1ationofthousand
spikeletsweightofwildand
transgenicrice(Al-A5).Dataare
meansofindependenttriplicate
samplesandSDvalues(n=3)aye
indicated.
結論
本研究で明らかになった ことをまとめると以下のようになる。
1、イネの根において、NH左の供給 に伴って増加 したNAD且一GOGATタンパク質は、
表皮 と外皮細胞に特異的に蓄積され ることが判明した。吸収されたNH左の同化が、主
として根の表皮及び外皮細胞において行われていることを示唆するとともに、
NADH-GOGATが同化系を律速す る可能性が示された。
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2、NH才の供給に伴って増加 したNADH-GOGATmRNAは、主として厚膜組織 に蓄
積されることが判明した。 この結果は、N且才に対 して応答:したNADH-GOGAT遺伝
子の発現場所 と翻訳産物の蓄積場所が異なっている興味深い結果 を示 しており、選
択的な転写機構の存在、・あるいは転写もしくは翻訳産物の細胞間移動の機構が存在
することが示唆された。
3、NADH-GOGAT遺伝子アンチセンス方向に導入 した形質転換イネの解析より、
若い器官におけるNADH:一GOGATタンパク質量の減少に応 じて、種子の千粒重 と1
粒当た りの窒素含量の低下が観察された。この結果は、NADH・GOGATが、イネに
おける転流窒素の再利用において、極めて重要な生理機能を有 していることを強 く
示唆するものである。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
イネの穂 を構戒 す る窒素の約80%は,老 化器官か ら転流 してきた窒素 に由来 してお り,グ ルタ ミンは
主要な転流形態 である。転流 グル タミンの再利用 の初期段階 で,NADH依 存性 グル タミン酸合成酵素
(NADH-GOGAT)が重要 な機能 を担 う可能性が示唆 されて きた。 イネ根 においては,窒 素供給 に応答 し
た発現 を示すが,そ の詳細は明 らかで はではない。本研 究では,イ ネ根において,窒 素 に応答 して増加
するNADH一(}OGATmRNA並びにその タンパ ク質 が集積 する細胞 を特 定 して機 能 を論 議す る ととも
に,ア ンチセ ンスRNAを 発現 する形質転換 イネを用いて,窒 素転流 におけるNADH-GOGATの生理機
能の解明 を試みた。植物 の根お よびア ンチセ ンス植物 を用いたGOGATの 研究 は本研究が初めての例 で
あ り,窒 素利用の分子機構 の解 明 において,極 めて重:要な研究 に位置づ ける ことがで きる。
まず第 一 に,イ ネ(ササ ニ シキ)の幼 植物 根 におい て,ア ンモ ニア供 給 に伴 って増 加 したNADH-
GOGATタ ンパ ク質 の集積場所 が,表 皮 ・外 皮細胞 であ ることを免役組織 学的に示 した。 この結果 は,
吸収 されたア ンモニ アは この表層二層の細胞 において,サ イ トゾル型 グル タミン合成酵素 と共役 して速
'
やかに同化 している ことと,そ の同化 に際 してNAI)H-GOGATが律速 してい ることが示唆 された。 同
時に,二 重染色法 によ り他の分子種 であるフェレ ドキシンGOGATタ ンパ ク質 とは,分 布す る細胞群が
相補的 である結果が示 された。
第二 に,NADH-GOGATmRNAの集積す る細胞 をinsituハイブ リダイゼー シ ョン法 に より解析 し
た結果,mRNAは タンパ ク質が集積 した細胞 の一層 下層 にあ る厚壁組織細胞 に検出 された。NADH-
GOGATプロモーターによる レポーター遺伝子 の発現 もこの細胞 に認め られた ことか ら,遺 伝 子発現 の
場所 と,翻 訳産物 の集積場所が異 なる ことを明 らかに した。 この結果 は,mRNAあ るいは翻訳産物が細
胞 間を移行す る可能性 を示 してお り,今 後 の研究の大 きな展開が期待 され る。
第三に,NADH-GOGATアンチセ ンスRNAを 発現す る形質転換 イネの解析 を行 い,NADH-GOGAT
mRNA,タ ンパ ク質,活 性が それぞれ減 少 してい るこ とや,組 織 内局在性 は変化 しない こ とを確認 し
た。 このア ンチセ ンス イネの成育,一 穂 あた りの穎果数,あ るいは師管液のア ミノ酸組成は対照 と大 き
く変わ らないが,登 熟不 良による千粒重の減少が認 められた。この結果か ら,NADH-GOGATが穎果 に
転流 されて くるグル タミンの再利用で鍵 を握 ってい ること,並 びに窒素利用系が穎果の登熟 に直接影響
を与えている ことが示 された。
以上の ように,本 研究 はイネ根 におけ るNADH-GOGATの分布す る細 胞の特異性 を初め て明 らか に
す るとともに,ア ンチセ ンスイネを用 いてNADH-GOGATの窒素転流 における生理機 能を解 明 したも
ので,今 後の研究の発展 が大い に期待 で きる。今後,イ ネの成育や生産性 あるいは品質の改善 に直接結
びつ く研究へ の応用が可能であ る。従 って,審 査員 一同は,本 論文の著者 に対 して,博 士(農学)の学位
を授 与するに値す る もの と判定 した。
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